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(57) Abstract 

A degumming step in the production of edible oils is disclosed. Vegetable oils from which hydratable phosphatides have preferably 
been eliminated by a previous aqueous degumming process, arc freed from non-hydratable. phosphatides by an enzymatic treatment, so that 
they may be physically refined. The main characteristic of the invention is the use of phospholipase from an Aspergillus strain. The process 
is gentle, economical and environment-friendly. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft den Verfahrensschritt der Entschleimung bei der Herstellung von Speiseolen, wobei pflanzliche die, denen die 
hydrarisierbaren Phosphatide vorzugsweisc durch erne vorgeschaltete waBrige Entschleimung weitgehend entzogen worden waxen, durch 
eine Enzymbehandlimg von nicht hydratisierbaren Phosphatides soweit befreit werden, dafl sic einer physikalischen Rafftnation unterzogen 
werden konnen. Wichtigstes Kennzeichen der Erfindung ist die Verwendung von Phospholipase aus einem Aspergilhisstamm. Das Verfahrcn 
ist schonend, kostensparend und umweltfrcundlich. 
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BESCHREIBUNG 

Znzynatisches Verfahren zur Entschleimung von pflanz- 
lichen Olen Tait Aspergillus-Phospholipase 

Gebiet der Erfindung 

Die Erfindung betrifft den Verfahrensschritt der Entschleimung bei der 
Herstellung von Speiseolen, wobei pflanzliche Ole, denen die 
hydratisierbaren Phosphatide vorzugsweise durch eine vorgeschaltete 
wafirige Entschleimung weitgiehend entzogen worden waren, durch eine 
Enzymbehandlung von nicht hydratisierbaren Phosphatiden soweit befreit 
werden, daB sie einer physikalischen Raffination unterzogen werden 
konnen. Das Verfahren ist schonend, kostensparend und 
umweltfreundlich. 


Stand der Technik 


Die anerkannten Raffinationsverfahren zur Herstellung von Speiseolen 
hochster Qualitat umfassen ublicherweise die Verfahrensschritte der 
Entschleimung, der Entsauerung, sowie der Bleichung und der 
Desodorierung. GroUe Anstrengungen wurden in letzter Zeit 
untemommen, um insbesondere das Entschleimungsverfahren effizienter 
und kostengiinstiger zu gestalten. Das angestrebte Ziel dabei ist, das Ol 
soweit zu entschleimen, dali es anschliefiend destillativ entsauert werden 
kann. Letzteres destillatives Entsauerungsverfahren hat gegenuber dem 
herkommlichen Verfahren der Entsauerung durch Neutralisation den 
grofien Vorteil, da(i kein Abfatl entsteht Voraussetzung fur seine 
Durchfuhamg ist aber eine sehr niedriger Gehalt an Phosphatiden, z.B. 
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ein Phosphorgehalt von weniger als 15ppm im Ol, bevorzugt von weniger 
als 10 ppm. Ideal sind Phosphorgehalte von <5 ppm. 

Die Schleimstoffe der Pflanzenole bestehen hauptsachlich aus 
Gemischen von Phosphatide^ deren Menge und Zusammensetzung von 
der Olsaat und der Art der Olgewinnung abhangt. Der weitaus groftte Teil 
der Phosphatide laftt sich durch Hydratation aus ihren micellaren 
Lbsungen in den Roholen abtrennen und zur Lecithingewinnung 
verwenden. Man spricht dabei von Naftentschleimung. Ein kleiner Teil der 
Phosphatide ist nicht hydratisiertbar und verbteibt im Ol. Die chemische 
Natur dieser "nicht hydratisierbaren Phosphatide (NHP) ist nicht restlos 
aufgeklart Untersuchungen haben ergeben, daft sie zu uber 50% aus 
Calcium- und Magnesiumsalzen von Phosphatidsauren bestehen (Siehe 
Hermann Pardun, Die Pflanzenlecithine, Verlag fur chem. Industrie 
H. Ziolkowsky KG, Augsburg, 1988, Seite 181). 

Das Ziel gangiger technischer Entschleimungsverfahren ist es, die nicht 
hydratisierbaren Phosphatide so weit wie moglich aus dem Ol zu 
entfemen. Zu den heute ublichen Verfahren gehoren das 
"Superdegumming Verfahren" und das "Unidegumming" Verfahren von 
der Firma Unilever, das "Total Degumming ('TOP") Verfahren" der Firma 
Vandemoortele, das "Alcon-Verfahren" der Firma Lurgi und das "UF- 
Verfahren" der Firma Krupp Maschinentechnik GmbH. 
Vielfach ist die klassische Wasserentschleimung zur Entfemung der 
hydratisierbaren Phosphatide in diesen Verfahren integriert Oder ihnen 
vorgeschaltet. 

Typisch fur alle diese Enschleimungsverfahren ist, daft ausschlieftlich rein 
mechanische Oder physikalisch-chemische Methoden angewandt werden, 
die nicht immer fur alle Olqualitaten optimal geeignet sind. Der apparative 
Aufwand und der Energieaufwand sind fur diese Verfahren hoch, zudem 
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ist nicht garantiert, daft die fur eine nachfolgende destiitative Entsauerung 
notwendigen niedrigen Phosphorgehalte erzielt werden. 

Bei einem Teil dieser Entschleimungsverfahren wird als wirksames 
Prinzip eine Saurebehandlung angewandt Es ist bekannt, daft stark saure 
Agentien zur Nachentschleimung von mit Wasser vorentschleimten Olen 
geeignet sind (vgl.Pardun, loc. cit , Seiten 185-189 Oder US-A 4 698 185). 
Bevorzugt wird dabei Citronensaure eingesetzt 

In der europaischen Patentanmeldung 0 513 709 wird erstmals ein 
wirksames enzymatisches Verfahren zur Entschleimung vorgestellt. Dabei 
wird ein mit Wasser vorentschleimtes Speiseol mit einer waftrigen Losung 
einer Phospholipase (A2, A<|, B) emulgiert und von dieser waftrigen 
Phase abgetrennt Das OI enthalt nach diesem ProzeB weniger als 5 ppm 
Phosphor und ist fur die nachfolgende destillative Entsauerung geeignet 
Wichtige ProzeBparameter sind eine Emulgierung der enzymhaltigen 
Wasserphase zu Tropfchen < 10 Mikrometer, der Zusatz von Citrat zur 
walirigen Losung, eine Temperatur von 50 bis 70 C, und ein pH-Wert 
bevorzugt von 4 bis 6. Diese pH-Einstellung im Sauren ist ubenraschend, 
denn die pH-Optima aller bekannten Phospholipasen liegen bei pH 8. Das 
enzymatische Entschleimungsverfahren wurde als "EnzyMax-Verfahren" 
von der Firma Lurgi in der Speiseolindustrie eingefuhrt. 

In der DE-A 43 39 556 wird als weitere Variante dieses Verfahrens die 
Wiederverwendung des Enzyms beschrieben, indem man es aus einer 
gebrauchten, schlammhaltigen waBrigen Phase durch Zusatz von 
Tensiden Oder Losungsvermittler ablost und als weitgehend schlammfreie 
Losung, die mindestens 10% des eingesetzten Enzyms enthalt, 
wiedergewinnt. 

Im "EnzyMax-Verfahren" kann die vorteilhafte Wirkung der Citronensaure 
fur eine weitgehende Entsjchleimung benutzt werden, und zwar durch eine 
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cler Enzymbehandlung vor- Oder nachgeschaltete 
Citronensaurebehandlung. Der gleichzeitige Einsatz von Citronensaure 
und Enzym ist nicht moglich. 

Aus der JP-A 2-153997 ist es bekannt, rohes Oder vorentschleimtes Ol mit 
einem Enzym, das Phosphoplipase-A-Aktivitat aufweist, zu behandeln. 
Dieser Stand der Technik lehrt. dafi durch den Einsatz von Phospholipase 
A die Phosphatide so verandert werden, daB sie durch Adsorbentien wie 
Aktivton oder Bleicherde leicht entfemt werden konnen. So wird in 
Beispiel 1 und 2 von 3 Durchfuhrungsbeispielen die Enzymbehandlung mit 
einer Bleicherdebehandlung kombiniert. Im 3. Beispiel wird auf den 
Einsatz von Bleicherde verzichtet .Statt dessen werden hier besonders 
groBe Mengen Enzym (2000-20000 Einheiten) in groBen Mengen Wasser 
(100-1000 Gew.-% bez. auf das Ol) eingesetzt. Dabei stellt sich eine Ol- 
in-Wasser-Emulsion ein. Es wird keine Lehre zur Verteilung des Ols in der 
enzymhaltigen Wasserphase, zur Einstellung des pH-Wertes,.zur 
Mitverwendung von Citrat, sowie zur Wiederverwendung des Enzyms 
gegeben. 

In der JP-A 2-49593 wird eine ahnliche Enzymbehandlung von Olen 
beschrieben, die indessen nicht auf die Entschleimung des Ols, sondem 
auf die Gewinnung von Lysolecithin abzielt. Dabei ist die Einstellung 
besonderer pH-Werte uberflussig. 

Auch beim Verfahren gemali EP-A 0 328 789 geht es um die 
Umwandlung des Lecithins des Sojaols zu Lysolecithin durch 
Phospholipase A zur Herstellung von mayonnaise-artigen Produkten. 

Die EP-A 0 622 446 beschreibt ein enzymatisches Verfahren zur 
Entschleimung von Ol und Fett, das mehrere Verfahrensschritte 
beinhalteL Nach der Behandlung mit Phospholipase wird die 
Enzymlosung abzentrifugiert, das verbleibende Ol mit Wasser von pH 3-6 
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gewaschen und schlieBIich mit Bleicherde behandelt. Kennzeichnend ist 
dabei, daB sowohl bei der Enzymbehandlung, als auch beim Waschschritt 
groBe Mengen Wasser, namlich 30-200 Gewichts-% bezogen auf das 
eingesetzte 01 eingesetzt werden. Auch hier entstehen OMn-Wasser- 
Emulsionen. Dies bedeutet erhohten apparativen Aufwand, denn es 
mussen groBe Volumina an Flussigkeit bewegt werden, sowie hohere 
Energie- und Entsorgungskosten. Fur die pH-Einstellung der waBrigen 
Enzymldsung wird keine Lehre gegeben. 

Die Bereitsteliung der erforderlichen Menge an Enzym fur die Betreibung 
eines groBtechnischen enzymatischen Verfahrens ist etn spezifisches 
Problem im Falle der Phospholipase. Hier ist die verfugbare Menge 
beschrankt. Phospholipase A-j ist nicht im Handel erhaltlich, 
Phospholipase B nur in Labormengen; Quellen sind Extrakte aus 
Rattenleber Oder aus Streptomyces-Kulturen. Phospholipase A2 kommt 
im Schlangen-, Skorpions- und Bienengift vor. 
Alle diese Quellen sind nicht fur die Erzeugung technisch relevanter 
Enzymmengen geeignet Das derzeit einzige technische Herstellverfahren 
fur Phospholipase A2 ist die Extraktion aus Schweine-Pankreasdrusen. 
Weltweit ist das Aufkommen an geeigneten Drusen aber eng begrenzt 
und auf keinen Fall beliebig vermehrbar. Zudem ist Phospholipase bei 
dem Extraktionsverfahren nur ein untergeordnetes Nebenprodukt. 
Hauptprodukte sind Pankreasproteasen, insbesondere Trypsin, sowie 
auch Schweineinsulin. Es wird geschatzt, daB das derzeitige - und kaum 
vermehrbare - Handelsvolumen an Phospholipase A2 fur nicht mehr als 
zwei bis drei Olmuhlen ausreichen wurde, selbst wenn man das Enzym, 
wie in EP-A 0 513 709 beschrieben, im ProzeB wiederverwendet. 

Es besteht somit Bedarf nach einer Quelle, die das Enzym in 
unbeschrankter Menge bereitstellt. Technische Enzyme werden nach dem 
Stand der Technik in beliebiger Menge aus Mikrorganismen, z.B. aus 
Pilzen Oder Bakterien gewonnen. Fur Phospholipasen A^, A2 und B ist 
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derzeit kein Mikroorganismus bekannt, der die Produktion dieses Enzyms 
mit ausreichender Ausbeute lohnt. Isoliert wurde Phospholipase A-j aus 
Rhizopus arrhizus, Escherichia co!i und Bacillus megaterium t 
Phospholipase B aus Penicillium notatum und Streptomycesstammea . 
Uberraschenderweise findet sich in der Literatur kein Hinweis, dafi 
Phospholipase A-|, A2 Oder B aus Aspergillus isoliert werden kann. 

Dagegen sind Lysophospholipasen, die aus Aspergillus niger gewonnen 
werden, aus EP 0 219 269 bekannt. Lysophospholipasen - sie werden 
hier als Phospholipase L-| bzw. L2 bezeichnet - besitzen eine gegenuber 
den oben genannten Phospholipasen unterschiedliche Spezifitat insofem, 
als sie ausschlieBlich Monoacylphosphatide zu spalten vermogen, wie 
z.B. Lysolecithia Reine Lysophospholipasen finden auf einem ganz 
anderen Gebiet der Lebensmitteltechnologie Anwendung, namlich zur 
Verbesserung der Ausbeute bei der Weizenstarkefiltration. 


Aufgabe 

Aufgabe der vorliegenden ErRndung ist es, ein schonendes, 
umweltfreundliches und kostengunstiges Verfahren zur Verminderung des 
Gehaltes an phosphorhaltigen Bestandteilen in pflanzlichen Olen bis zu 
einem Grad, der eine Weiterbehandlung des Dies durch destillative 
Entsauerung ermoglicht, also bis zu Phosphorgehalten von weniger als 
15 ppm, bevorzugt von weniger als 10 ppm, im besten Fall von weniger 
als 5 ppm bereitzustellen. Diese Forderungen konnen durch ein 
enzymatisches Verfahren erfullt werden. 

Es besteht dabei Bedarf nach einer mikrobiellen Quelle, die eriaubt, das 
Enzym Phospholipase in unbeschrankter Menge zu produzieren, Nach 
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dem Stand der Technik sind ausschlielXlich Enzyme mit acylspaltender 
Spezifitat dafur brauchbar, namlich Phospholipase A^, A2. und B. Dabei 
ist es von nicht zu unterschatzendem Vorteil, einen enzymproduzierenden 
Mikroorganismus zu verwenden, der in der Lebensmitteltechnologie seit 
langem eingefuhrt und daher unbedenklich ist Beispiele hierfur sind 
verschiedene Hefestamme wie Kluyveromyces cerivisiae, Bacillusstamme 
wie B. subtilis oder Aspergillusstamme wie A. niger Oder oryzae. 

Eine weitere, bisher nicht geloste Aufgabe ist es, im 
Entschleimungsprozefi die vorteilhafte Wirkung von zwei bekannten 
Prozessen, namlich die der Saurebehandlung und der Enzymbehandlung, 
in einem Schritt zu vereinigen. 

Schliefllich sitellt sich die Aufgabe, mit moglichst geringen Einsatzmengen 
an Enzym und Saure auszukommen, urn dadurch das Verfahren 
besonders wirtschaftlich zu gestalten zu konnen. 


Losung 

Die Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zur Verminderung von in 
pflanzlichen Olen enthaltenen phosphorhaltigen Bestandteilen durch 
deren enzymatischen Abbau mit acylspaltenden Phospholipasen, dadurch 
gekennzeichnet, dafi ein aus Aspergillus stammendes Enzym eingesetzt 
wird. 

Die Herstellung von technischen Enzymen durch Kultivienjng von 
Aspergillus-Stammen ist ein wichtiger und hochentwickelter Bereich in der 
Biotechnologie. So werden Enzyme aus Aspergillus niger u a. in der 
Starkeindustrie (Amyloglucosidasen), in der Fruchtsaftindustrie 
(Pectinasen) und in der Backwarenindustrie (Xylanasen) in groflem 
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Madstab eingesetzt. Enzyme aus Aspergillus, insbesondere aus A. niger 
sind in der Lebensmitteltechnologie schon lange eingefuhrt und als 
unbedenklich bekannt. Phospholipasen A-|, A2, Oder B aus dieser Quelle 
sind nicht bekannt. Die Verwendung von Phospholipasen dieser Herkunft 
im Entschleimungsverfahren ist ein wichtiges Kennzeichen der 
vorliegenden ErRndung. Bei der Suche nach Phospholipase enthaltenden 
Stammen wurde in den Verkaufsprodukten der Anmelderin VERON® 191 
oder ROHAPECT® 7104 ausreichende Phospholipase A2-Aktivitat 
gefunden. Hohere Aktivitaten erbringt die an sich bekannte 
Screeningmethode der Stammverbesserung durch Mutation und Selektion 
auf erhohte Phospholipase Aktivitat (siehe.W.Gertiartz, "Enzmyes in 
Industry", VCH Verlagsgesellschaft mbH f 1990, Seite 35). 

Die Spezifitat der aus dieser Quelle gewonnenen Phospholipase kann 
vielseitig und komplex sein. Anders als bei der aus dem Stand der 
Technik bekannten Phospholipase A2 aus Pankreas, die 
definitionsgemaR nur die Acylgruppe am C2-Atom eines 
Phospholipidrnolekuls spaltet, enthalten Phospholipasen aus Aspergillus 
meist verschiedene acylspaltende Spezifitaten gleichzeitig. So wird neben 
einer A-j-und A2-Spezifitat auch eine Lysophospholipase-Aktivitat 
gefunden. Den genannten Enzymspezifitaten entsprechen die E.C.- 
Nummem 3.1.1.32, 3.1.1.4 und 3.1.1.5. Lysophospholipase (EC-Nr. 
3.1.1.5) wird auch als Phospholipase B bezeichnet; es ist aber nach 
Darstellung in der Literatur (vgl. Pardun, loc.cit., Seite 140) unklar, ob 
zwischen Lysophospholipase und Phospholipase B unterschieden werden 
muB. Gemeinsam ist ihnen jedenfalls, dali sie Lysolecithin weiter zu 
spalten vermogen und zwar bis zum Glycerophosphorylcholin. 
Phospholipase B vermag zusatzlich auch Lecithin aunzugreifen. Da die 
erfindungsgemaBe Phospholipase diese beiden Spezifitaten besitzt, 
namlich sowohl fur das Substrat Lecithin, als auch fur das Substrat 
Lysolecithin, konnte man sie als Phospholipase B bezeichnen. Reine 
Lysophospholipasen aus Aspergillus, die nur Lysolecithin zu spalten 
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vermogen, nicht aber Lecithin, sind im vorliegenden 
ErrtschleimungsprozeB, insbesondere unter den sauren 
Reaktionsbedingungen, nach den bisherigen Erkenntnissen der 
Anmelderin wirkungslos. Das gilt auch fur die nicht acyispaltenden 
Phospholipasen C und D. 

Somit 1st die Spezifitat fur Lecithin, also Phospholipase Ai und/oder A2 
Aktivitat - es ist schwer, analytisch zwischen beiden zu unterscheiden - 
ein wesentliches Kennzeichen des erfindungsgema&en Enzyms. 
Das gleichzeitige Vorhandensein dieser verschiedenen Spezifitaten 
konrrte ein Grund fur die vorteilhafte Wirkung des erfindungsgemallen 
Enzyms sein. Obwohl es in den meisten Fallen als Einzelenzym bezeich- 
net werden muB, besitzt es die Wirkung eines Enzymkomplexes. 

Beim Einsatz des erfindungsgema&en Enzyms ist sein Reinigungsgrad 
ohne grolie Bedeutung. Es konnen z.B die Fermentationsflussigkeit 
selbst, das nach einer Ultrafiltration erhaltenen enzymreichere Retentat 
Oder das daraus gefallte Enzymprotein eingesetzt werden. 

Es ist durchaus im Sinne der Erfindung, anstelle des aus einem 
konventionellen Aspergillus-Produktionsstamm gewonnenen Enzyms ein 
aus einem gentechnisch veranderten Produktionsstamm gewonnenes 
Enzym zu verwenden. Die Gentechnik bietet inzwischen eine Vielzahl von 
Moglichkeiten, das fur die Bildung der Phospholipase benotigte Gen aus 
Aspergillus zu klonieren und in einem geeigneten Wirlstamm in hoher 
Ausbeute zu exprimieren. Als Wirtsstamme kommen z.B. wieder 
Aspergillusstamme, aber auch andere Pilzstamme und sogar 
Baklerienstamme in Frage. 

Die Einsatzmengen des Enzyms konnen entsprechend seinem 
Reinigungsgrad zwischen 0.0001 bis 1% bezogen auf das zu 
entschleimende Ol liegen. 
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Ein grolier Vorteil und ein unerwarteter Effekt der erfindungsgemaB 
verwendeten Enzyme ist die fur die Durchfuhrung der Entschleimung 
notwendige Aktivitat: Sie ist aufierordentlich klein. Wahrend im Stand der 
Technik bei Verwendung von Phosphotipase A2 aus Pankreas Aktivitaten 
von ca. 1000 Lecitase-Units (LU) pro 1 Liter Ol eingesetzt wurden (Siehe 
Beispiel 1 in der EP-A 0 513 709), genugen bei Verwendung der 
erfindungsgemalien Enzyme aus Aspergillus unter den oben 
beschriebenen Bedingungen Aktivitaten von nur 5 bis 50 LU.pro Liter Ol. 
Bei entsprechend verlangerter Reaktionszeit sind sogar Einsatzmengen 
von unter 5 LU pro Liter Ol zielfuhrend. 
Die in gereinigten Aspergillus-Phospholipasen gefundene 
Lysophospholipase-Aktivitat liegt sogar hoher ais die Phosphoiipase A2- 
Aktivitat, und zwar urn das 1 bis 100fache. Dadurch ergeben sich 
Einsatzmengen von 5 bis 5000 Lysolecitase-Units (LLU) pro Liter Ol, 
bevorzugt 50 bis 1000 LLU. Diese Aktivitatsangaben gelten fur 
batchweise Entschieimungsansatze. Bei Wiederverwendung des Enzyms 
liegen die notwendigen Enzymzusatze bezogen auf 1 Liter Ol bedeutend 
niedriger, z.B bei 1/5 bis 1/10 der obigen Werte. Diese geringen 
Enzymmengen erlauben es, dali auf eine Wiederverwendung des Enzyms 
auch verzichtet werden kann. 

Es ist moglich, die erfindungsgemaBe Aspergillus Phosphoiipase mit 
anderen acylspaltenden Phospholipasen gezielt abzumischen, z.B. mit 
weiteren Phosfrfiolipasen aus Aspergillus Oder mit Phosphoiipase A2 aus 
Pankreas. Im letzteren Fall muft allerdings ein pH-Wert eingestellt 
werden, der beiden pH-Optima nahekommt, also etwa pH 3-5. 

Die Verwendung von Phosphoiipase aus Aspergillus ermoglicht 
uberraschenderweise auch die Losung weiterer gestellter Aufgaben. So 
ist es moglich, das Enzym in einer Citronensaurelosung einzusetzen, die 
Wirkung des Enzyms mit dem der Citronensaure zu vereinigea Die 
Anwending eines Enzyms in relativ konzentrierten Citronensaurelosungen 
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ist ungewohnlich. In der Enzymologie sind kaum Enzyme bekannt, die bei 
so tiefen pH-Werten stabil sind und hier sogar ihr Wirkungsoptimum 
besitzen, Eines der wenigen Beispiele fur ein derartiges 
Eigenschaftsspektrum ist das Pepsin des Verdauungstraktes. 
Das Enzym wird in einer 1-20%igen Citronensaurelosung gelost. Dabei 
stellt man pH-Werte von pH<4 ? bevozugt pH-Werte von pH<3 ein. 
Verwendet man z_B. 5%ige Citronensaurelosungen, so ergibt sich ein pH- 
Wert von ca. 2.3. 

Anstelle von Citronensaure konnen auch Milchsaure, Essigsaure, 
Ameisensaure, Phosphorsaure, sowie andere anorganische und 
organische Sauren verwendet werden. Bevorzugt sind aber sind 
Genuftsauren, insbesondere Citronensaure. Anzumerken ist, daft mit 
Saureldsungen allein, also ohne Einsatz des Enzyms, keine ausreichend 
niedrigen Phosphorgehalte erzielt werden, insbesondere bei 
vorentschleimten Olen. 

Das im erfindungsgemaften Verfahren eingestellte pH-Optimum von 2-3 
stimmt nicht mit dem nach ublichen analytischen Verfahren gefundenen 
pH-Optimum uberein. Letzteres liegt bei pH=8, wobei Eigelb als Substrat 
bei 40 C in der Enzymlosung emulgiert wird und die Aktivitat in 
Abhangigkeit vom pH-Wert bestimmt wird. Das uberraschend niedrige 
pH-Vertahrensoptimum kormte man mit den besonderen Bedingungen der 
Phasengrenzflache erklaren, wo sich vielleicht ein hoherer pH-Wert 
einstellt, als er in der Wasserphase ("bulk-Phase") gemessen wird. 

Das Enzym wird in dieser sauren waftrigen Losung mit dem Ol innig 
vermischt. Dabei sollte man bestrebt sein, die Wasserphase im Vergleich 
zur Olphase moglichst klein zu halten, um bei deren anschlieliendem 
Abscheiden moglichst kleine Volumina bewegen zu mussen. In der Regel 
kommt man mit Volumina < 10% bezogen auf die Olphase aus, bevorzugt 
mit Volumina <5%. In jedem Fall entsteht eine Wasser-in-Ol-Emulsion. 
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Die zu behandelnde Ol phase kann Sojaol sein, Sonnenblumenol oder 
Rapsoi. Ersteres ist das wichtigste Olprodukt. Andere pflanzliche Ole , 
wie Leinol, Cocosol oder Palmol, sowie tierische Ole, die storende 
Phosphatide enthalten, konnen ebenfalls nach dem erfindungsgemafJen 
Verfahren behandelt werden. 

Da die Phospholipase Lecithin angreifen wurde, ist es nicht sinnvoll, hoch 
lecithinhaltige Ole, wie rohes Sojaol, in dem erfindungsgemafJen 
Verfahren einzusetzen. Ausgangsstoffe sind daher vorentschleimte, 
insbesondere wasserentschleimte Ole, die sich in der Regel durch einen 
Phosphorgehalt zwischen 50 und 300ppm auszeichnen. Nur 
ausnahmsweise besitzen vorentschleimte Ole hohere Phosphorgehalte, 
kaum jemals uber 500ppm Phosphor. 

Ole schwankender Qualitat konnen auf der gleichen Anlage verarbeitet 
werden. Es ist auch moglich, teilentschleimte Ole, sowie Preftole oder 
Extraktionsole mit einzusetzen, und zwar in Abmischung mit 
vorentschleimten Olen.. Ausnahmsweise kann der Phosphorgehalt dann 
ebenfalls uber 500 ppm liegen. 
Eine vorherige Trocknung des Ols ist entbehriich. 

Um das Enzym wirken lassen zu konnen, mussen beide Phasen, die 
Olphase und die enzymhaltige Wasserphase innig miteinander vermischt 
werden. Blolies Umruhren reicht bei weitem nicht aus. 

Eine gute Verteilung des Enzyms im Ol ist gewahrleistet. wenn es in einer 
geringen Wassermenge von 0.5-5 Gew.% (bezogen auf Ol) gelost und in 
dieser Form in dem Ol zu Tropfchen von weniger als 10 Mikrometer 
Durchmesser (Gewichtsmittelwert) emulgiert wird. Bevorzugt sind die 
Tropfchen kleiner als 1 Mikrometer. Turbulentes Ruhren mit 
Radialgeschwindigkeiten uber 100 cm/sec hat sich bewahrt. Stattdessen 
kann das Ol mit Hilfe einer exlemen Kreiselpumpe im Reaktor umgewalzt 
werden. Auch mittels Ultraschalleinwirkung lafit sich die enzymhaltige 
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Wasserphase fein verteilen. Ublich ist ein Dispergierer wie z.B. 
Uitraturrax. 

Die enzymatische Reaktion durfte an der Grenzflache zwischen der 
Olphase und der Wasserphase stattfinden. Es ist das Ziel all dieser 
MafJnahmen zur Vermischung, fur die enzymhaltige Wasserphase eine 
mbglichst groBe Oberflache zu erzeugen. Der Zusatz von Tensiden 
verstarkt die Feinverteilung der Wasserphase. Fallweise werden daher 
der Enzymlosung Tenside mit HLB-Werten von uber 9, wie Na- 
Dodecylsulfat zugesetzt, wie in EP-A 0 513 709 beschrieben. Eine ahnlich 
wirksame Methode zur Verbesserung der Emulgierung ist der Zusatz von 
Lysolecithin. Die Zusatzmengen konnen bei 0.001% bis 1% bezogen auf 
Ol liegen. In alien Fallen werden beim erfindungsgemalien Verfahren 
hochdisperse Wasser-in-OI-Emulsionen erzeugt 

Die Temperatur bei der Enzymbehandlung ist nicht kritisch. Temperaturen 
zwischen 20 und 80 C sind geeignet, letztere darf allerdings nur 
kurzzeitig angewandt werden. Die erfindungsgemalie Phospholipase 
zeichnet sich insgesamt durch eine gute Temperaturbestandigkeit aus. 
Sie wird durch den niedrigen Anwendungs-pH nicht beeintrachtigt. 
Optimal sind Anwendungstemperaturen von 30-50 C. 

Die Behandlungsdauer hangt von der Temperatur ab und kann mit 
zunehmender Temperatur kurzer gehalten werden. Zeiten von 0,1 bis 10, 
vorzugsweise 1 bis 5 Stunden sind in der Regel ausreichend. Die 
Reaktion erfolgt in einem Entschleimungsreaktor, der in Etagen aufgeteilt 
werden kann, wie in DE-A 43 39 556 beschrieben.Somit ist neben einer 
batchweisen Fahrweise auch ein kontinuierlicher Betrieb moglich. 
Die Reaktion kann dabei auch in verschiedenen Temperaturstufen 
durchgefuhrt werden. So kann z.B. 3 Stunden lang bei 40 C. danach 1 
Stunde bei 60 C inkubiert werden. Ein stufenweiser Ablauf der Reaktion 
eroffnet auch die Moglichkeit, in den einzelnen Stufen verschiedenen pH- 
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Werte einzusteliea So kann in einer ersten Stufe der pH-Wert der Losung 
z.B. auf 7 eingestelit werden, in einer zweiten Stufe unter Zugabe von 
Citronensaure auf 2.5. In mindestens einer Stufe muB aber der pH-Wert 
der Enzymlosung erfindungsgemaB unter 4, bevorzugt unter 3 liegen. Bei 
der nachtraglichen pH-Einstellung unter diese erfindungsgemaBe Marke 
wurde eine Wirkungsverschlechterung beobachtet. Daher wird die 
Citronensaure bevorzugt der Enzymlosung vor deren Einmischung ins 01 
zugesetzt. 

Nach AbschluB der Enzymbehandlung wird die Enzymlosung mitsamt der 
darin aufgenommenen Abbauprodukte der NHP - batchweise oder 
kontinuierlich - von der Olphase abgetrennt, vorzugsweise durch 
Zentrifugieren. Da sich die Enzyme durch eine hohe Stabilitat 
auszeichnen und die Menge der aufgenommenen Abbauprodukte gering 
ist - sie fallen als Schlamm aus - kann die gleiche waBrige Enzymphase 
mehrmals wiederverwendet werden. Es besteht auch die Moglichkeit, 
entsprechend DE-A 43 39 556 das Enzym vom Schlamm abzulosen, 
sodaB eine weitgehend schlammfreie Enzymlosung wiedereingesetzt 
werden kann. 

Mit dem erfindungsgemaden Verfahren der Entschleimung werden Ole 
erhalten, die weniger als 15 ppm Phosphor enthalten. Das eigentliche Ziel 
sind Phosphorgehalte von weniger als 10 ppm; im Idealfall sollten es 
weniger als 5ppm sein. Mit Phosphorgehalten unter 10ppm ist die 
Weiterverarbeitung des Ols nach dem Verfahren der destillativen 
Entsauerung ohne weiteres moglich. 

Im Zuge des erfindungsgemaBen Verfahrens werden auch eine Reihe 
andere lonen wie Magnesium, Calcium, Zink, sowie auch Eisen 
weitgehend aus dem Ol entfemt. Dank des erreichten niedrigen 
Eisengehaltes, meist unter 0.1 ppm, hat das Produkt ideale 
Voraussetzungen fur eine gute Oxidationbestandigkeit bei der 
Weiterverarbeitung und bei der Lagermg. 
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BEISPIELE 


Beispiel 1 


500g nalientschleimtes Sojaol mit einem Rest-Phosphorgehalt von 
190ppm wird in einem Rundkoiben auf 40 C erwarmt. Dazu gibt man 
26 g Wasser, in dem 5 g Citronensaure und 0.19 g eines pulverformigen 
Enzympraparats gelost worden waren. Das Enzympraparat stammt aus 
einer Produktionscharge einer Aspergillus niger-Fermentation und enthalt 
60 Phospholipase Einheiten (=Lecitase-Units, LU) pro g. 1 Lecitase-Unit 
(LU) ist jene Enzymmenge t die bei 40 C, pH=8, aus Eigelb in einer 
Minute 1 Mikromol Fettsaure freisetzt. Das Enzympraparat wurde auch 
auf Lysophospholipase-Aktivitat uberpruft. Es wurden 1001 
Lysophospholipase-Einheiten (=Lysolecitase-Units, LLU) pro g gemessea 
1 Lysolecitase-Unit ist jene Enzymmenge, die bei 55 C, pH=4.5, aus einer 
Lysolecithin-Emulsion 1 Mikromol Fettsaure pro Minute freisetzt. Das 
Enzympraparat, das im Hinblick auf den Gehalt an Phospholipasen nicht 
extra aufgereinigt wurde, enthalt also neben Phospholipase A2 eine 
bemerkenswert hohe Aktivitat an Lysophospholipase und konnte als 
Phospholipase B.bezeichnet werden. 

Der Inhalt des Rundkolbens wird mittels einer externen Kreiselpumpe 
intensiv dispergiert. Dabei wird der Inhalt des Kolbens etwa einmal pro 
Minute durchgesetzt. Die Wasserphase liegt dabei in einer TeilchengrolJe 
von unter 1pm vor. In Zeitabstanden von einer Stunde werden Proben 
genommen und auf Phosphorgehalt untersucht. Dabei ergaben sich 
folgende Werte: 
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Zeit in Stunden 

0 

2 

4 

6 

20 







Phosphorgehalt in ppm 

190 

81 

27.9 

5.4 

4.2 


Der fur eine nachfolgende destillative Entsauerung benotigte niedrige 
Phosphorgehalt von <10ppm wurde durch das erfindungsgemaBe 
Verfahren in 6 Stunden erreicht. 


Vergleichsversuch 1 


Es wird wie in Beispiel 1 gearbertet, nur wird anstelle des Enzympraparats 
eine entsprechende Menge an Molkenprotein, also nichtenzymatisches 
Protein zugesetzt Die nach den gleichen Behandiungszeiten wie oben 
genommenen Proben zeigen, da& die Phosphorgehalte durch eine 
enzymfreie Behandlung nichtunter 121 ppm absinken. Citronensaure- 
Zusatz allein genugt demnach nicht. Das erhaltenen Ol ist fur eine 
destillative Entsauerung nicht geeignet. 


Zeit in Stunden 

0 

2 

4 

6 

20 







Phosphorgehalt in ppm 

190 

152 

128 

123 

121 


Vergleichsversuch 2 


Es wird wie in Beispiel 1 gearbeitet, nur wird anstelle der Phospholipase 
aus Aspergillus eine reine Lysophospholipase des Handels (G-Zyme, von 
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Enzyme Biosystems, USA, 1172 LLU pro g) eingesetzt. Sie besitzt keine 
Phospholipase A2~Aktivitat. Die nach den gleichen Behandlungszeiten 
wie oben genommenen Proben zeigen, daB die Phosphorgehalte durch 
den Einsatz von Lysophospholipase allein unter den vorgegebenen 
Bedingungen nicht unter 85ppm absinken. Das erhaltenen OI ist fur eine 
destillative Entsauerung nicht geeignet. 


Zeit in Stunden 

0 

2 

4 

6 

20 







Phosphorgehalt in ppm 

190 

138 | 124 

119 

85 
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ANSPRUCHE 


1. Verfahren zur Verminderung von in pflanzlichen Olen enthaltenen 
phosphorhaltigen Bestandteilen durch deren enzymatischen Abbau mit 
acylspaltender Phospholipase 

dadurch gekennzeichnet, 

dad ein Aspergillus stammendes Enzyme eingesetzt wird. 


2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi das Enzym 
sowohl Phospholipase A2 - Aktivitat (EC - Nr. 3.1.1.4) und/oder 
Phospholipase A1 - Aktivitat (EC - Nr 3.1.1.32), als auch 
Lysophospholipase - Aktivitat (EC - Nr. 3.1.1.5) enthalt 


3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daa der 
pH-Wert der eingesetzten Enzymlosung auf < 4, bevorzugt < 3 eingestellt 
wird. 


4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dali der pH-Wert 
mit Citronensaure eingestellt wird, das Enzym somit in Gegenwart der 
Citronensaure wirkt. 


5. Verfahren nach einem Oder mehreren der Anspruche 1-4, dadurch 
gekennzeichnet, dafi es bei Temperaturen von 20 bis 80 C, bevorzugt 
bei 30 bis 50 C ausgefuhrt wird. 
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6. Verfahren nach einem Oder mehreren der Anspruche 1-5, dadurch 
gekemzeichnet, dafl die das Enzym enthaltende Wasserphase im OI zu 
Tropfchen einer GroBe unter 10 Mikrometer emuigiert wird. 

7. Verfahren nach einem Oder mehreren der Anspruche 1-6 dadurch 
gekermzeichnet, dafl zumindestteilweise vorentschleimtes, insbesondere 
naflentschleimtes OI eingesetzt wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dad ein 
Phosphorgehalt von 50 bis 500 ppm im OI auf weniger als 15 ppm, 
bevorzugt auf weniger als 10ppm t im besten Fall auf weniger als 5ppm 
reduziert wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dafl Sojaol 
verarbeitet wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dafl Raps- Oder 
Sonnenblumenol verarbeitet wird. 


11. Verfahren nach einem Oder mehreren der Anspruche 1-10, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die waflrige Losung der Phospholipase nach der 
Einwirkung von dem behandelten 6l abgetrennt und emeut verwendet 
wird. 

12. Verfahren nach einem Oder mehreren der Anspruche 1-11, dadurch 
gekennzeichnet, dafl es chargenweise durchgefuhrt wird. 
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13. Verfahren nach einem Oder mehreren der Anspruche 1-11, dadurch 
gekennzeichnet, dad es kontinuiertich durchgefuhrt wird. 


14. Verfahren nach einem Oder mehreren der Anspruche 1-13, dadurch 
gekennzeichnet, dafi gleichzeitig mit der Verminderung des Gehalts an 
phosphorhaitigen Bestandteilen auch der Eisengehalt des Ols vermindert 
wird. 
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